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Znaczenie diagnostyczne indukowanej plwociny
w chorobach śródmiąższowych płuc
Diagnostic value of induced sputum in interstitial lung disease
Abstract
Background: Induced sputum (IS) has been recently used to investigate pulmonary inflammation in patients with interstitial
lung disease (ILD), but still little attention has been paid to its efficacy in diagnosing sarcoidosis and other ILD. The aim of this
study was to evaluate the diagnostic value of IS differential cell count and CD4+/CD8+ ratio in sarcoidosis (SA) and
nonsarcoidosis ILD (NSA ILD).
Material and methods: We studied prospectively newly diagnosed 59 patients: 36 SA and 23 NSA ILD [16 hypersensitivity
pneumonitis (HP) and 7 idiopathic pulmonary fibrosis (IPF)]. IS was performed by inhaling a 5% NaCl solution for 4 periods of
5 minutes. Giemsa stained cytopreps were differentially counted and T-lymphocyte subsets were analyzed by flow cytometry
method. The k-nearest neighbour rule (k-NN) or predictive value of CD4+/CD8+ ratio were used to discriminate between SA
and NSA ILD. The variables of IS used in k-NN rule were: cells viability, total cell count, percentages of alveolar macrophages,
lymphocytes, neutrophils, eosinophils, CD4+ and CD8+ subsets, and CD4+/CD8+ ratio.
Results: 33 patients were able to produce an adequate sputum sample (SA — 15, HP — 11, IPF — 7). A CD4+/CD8+ ratio
> 2,6 had a sensitivity of 100% and a specificity of 72% with 84% of correctly classified cases in distinguishing SA from NSA ILD.
However, using k-NN rule the probability of correct classification was 79% (classification error rate — 21%).
Conclusion: To distinguish SA from NSA ILD cut off CD4+/CD8+ ratio > 2,6 alone was superior to k-NN rule using all the
parameters of IS.
Key words: induced sputum, CD4+/CD8+ ratio, interstitial lung disease, sarcoidosis, hypersensitivity pneumonitis,
idiopathic pulmonary fibrosis
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Streszczenie
Wstęp: Indukowana plwocina (IP) znalazła ostatnio zastosowanie w badaniach nad chorobami śródmiąższowymi płuc
(ChŚP), jednak nadal nieliczne doniesienia dotyczą oceny wartości tej metody w diagnostyce różnicowej ChŚP. Celem
badania było określenie wartości diagnostycznej składu komórkowego i wskaźnika CD4+/CD8+ w IP u chorych na sarko-
idozę i inne ChŚP.
Materiał i metody: Do badania włączono 59 osób — 36 chorych na sarkoidozę, 16 na alergiczne zapalenie pęcherzyków
płucnych (AZPP) i 7 na samoistne włóknienie płuc (SWP). Plwocinę indukowano minimum 7 dni po badaniu BAL za pomocą
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Wstęp
Badanie plwociny w chorobach płuc ma wie-
loletnią tradycję, sięgającą końca XIX wieku. Jed-
nak trudności z pozyskaniem próbki wystarczają-
cej do analizy w wielu sytuacjach klinicznych
uniemożliwiały zastosowanie jej jako narzędzia
badawczego. Rozwiązanie tego problemu przez
wprowadzenie indukcji plwociny za pomocą inha-
lacji hipertonicznego roztworu chlorku sodu
u chorych na astmę oskrzelową ponad 18 lat temu
skierowało uwagę na tą metodę i zaowocowało
imponującym wzrostem badań nad jej wykorzysta-
niem w chorobach układu oddechowego [1]. Jako
jedyna całkowicie nieinwazyjna metoda bezpo-
średniej oceny procesów zapalnych toczących się
w drogach oddechowych pozwoliła na określenie
rodzaju zapalenia komórkowego w różnych scho-
rzeniach, między innymi w astmie oskrzelowej [2],
przewlekłej obturacyjnej chorobie płuc (POChP) [3]
i przewlekłym kaszlu [4]. W latach 1992–2004 opu-
blikowano ponad 650 prac dotyczących zastoso-
wania indukowanej plwociny w diagnostyce i le-
czeniu astmy oskrzelowej oraz około 200 odnośnie
jej wykorzystania w POChP i przewlekłym zapa-
leniu oskrzeli [5].
Natomiast doniesienia dotyczące zastosowa-
nia metody indukowania plwociny w badaniach
nad chorobami śródmiąższowymi płuc (ChŚP [ILD,
interstitial lung disease) są nieliczne, a najwięcej
publikacji dotyczy sarkoidozy. Mimo obiecujących
wyników zaprezentowanych już prób wykorzysta-
nia indukowanej plwociny w diagnostyce ChŚP,
znaczenie tej metody nie zostało jednoznacznie
ustalone. Wynika to między innymi z przeświad-
czenia, że materiał uzyskany za pomocą indukcji
plwociny i płukania oskrzelowo-pęcherzykowego
inhalacji 5-procentowego roztworu NaCl, trwającej 5 minut i powtarzanej 4-krotnie. Skład odsetkowy komórek oceniano w
preparatach cytospinowych wybarwionych metodą Giemsy, licząc 400 komórek jednojądrowych. Analizę subpopulacji
limfocytów T przeprowadzono metodą cytometrii przepływowej. Możliwość różnicowania sarkoidozy od pozostałych ChŚP
sprawdzano, określając wartość predykcyjną wskaźnika CD4+/CD8+ lub stosując metodę klasyfikacji obiektów na podsta-
wie reguły k-najbliższych sąsiadów (k-NS). Zmiennymi stosowanymi w regule k-NS były parametry IP: żywotność komórek,
całkowita liczba komórek, odsetek makrofagów, limfocytów, neutrofilów, eozynofilów, limfocytów CD4+ i CD8+ oraz
wskaźnik CD4+/CD8+.
Wyniki: Ocena IP była możliwa u 33 pacjentów (sarkoidoza — 15, AZPP — 11 i SWP — 7). Wartość indeksu CD4+/CD8+ > 2,6
w IP cechowała się 100-procentową czułością, 72-procentową specyficznością i 84-procentowym prawdopodobieństwem posta-
wienia prawidłowego rozpoznania w różnicowaniu sarkoidozy od AZPP i SWP. Natomiast stosując metodę opartą na regule k-NS,
prawdopodobieństwo postawienia prawidłowego rozpoznania wyniosło 79% (oszacowany błąd klasyfikacji = 21%).
Wnioski: Zastosowanie metody klasyfikacji obiektów wykorzystującej regułę k-NS w diagnostyce różnicowej sarkoidozy
AZPP i SWP na podstawie wszystkich parametrów IP nie wiązało się z wyższym prawdopodobieństwem postawienia
prawidłowego rozpoznania niż analiza jedynie indeksu CD4+/CD8+.
Słowa kluczowe: indukowana plwocina, indeks CD4+/CD8+, choroby śródmiąższowe płuc, sarkoidoza, alergiczne zapalenie
pęcherzyków płucnych, samoistne włóknienie płuc
Pneumonol. Alergol. Pol. 2011; 79, 1: 6–15
pochodzi z różnych obszarów płuc. Płyn z płuka-
nia oskrzelowo-pęcherzykowego (BALF, broncho-
alveolar lavage fluid) odzwierciedla procesy zacho-
dzące w obwodowych przestrzeniach powietrz-
nych, podczas gdy próbki indukowanej plwociny
pochodzą głównie z obszarów płuc charakteryzu-
jących się obecnością wydzieliny bogatej w neu-
trofile, czyli uzskanej przede wszystkim z dużych
oskrzeli [6]. Kolejnym problemem analizy induko-
wanej plwociny jest stosunkowo mała liczba lim-
focytów w tym materiale. Jednak w kilku bada-
niach korzystnie oceniono metodę indukowania
plwociny w odniesieniu do analizy płynu z płu-
kania oskrzelowo-pęcherzykowego w różnych
ChŚP, jak również porównywano wyniki badania
indukowanej plwociny od osób chorych i zdro-
wych ochotników [7–12]. Wykazano, że podobnie
jak w BALF, w indukowanej plwocinie można
stwierdzić limfocytozę w sarkoidozie [8, 10–12]
i alergicznym zapaleniu pęcherzyków płucnych
(AZPP) [9], a także dokonać oceny subpopulacji
limfocytów T [7, 8, 11–13]. Natomiast w samoist-
nym włóknieniu płuc (SWP) ujawniono w indu-
kowanej plwocinie, podobnie jak w BALF, wyższy
odsetek eozynofilów [7] lub neutrofilów [14]
w porównaniu z osobami zdrowymi.
Wysoki odsetek limfocytów w BALF nie jest
jednak charakterystyczny dla sarkoidozy czy AZPP
i stwierdza się go także w innych chorobach śród-
miąższowych, infekcyjnych czy nowotworowych
płuc [15]. Powszechnie wiadomo, że sarkoidoza
charakteryzuje się obecnością przewlekłego proce-
su zapalnego w drogach oddechowych, w którym
dominującą rolę odgrywają pobudzone limfocyty
CD4+, a podwyższony stosunek limfocytów
CD4+/CD8+ łącznie z dokładną oceną obrazu kli-
nicznego choroby może mieć istotne znaczenie
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w różnicowaniu sarkoidozy od innych ChŚP [16, 17].
Natomiast w AZPP w odpowiedzi na powtarzają-
ce się inhalacje drobnych cząstek antygenów do-
chodzi do aktywacji i nagromadzenia limfocytów
T w dolnych drogach oddechowych oraz śródmiąż-
szu płuc. Ocena fenotypowa limfocytów za pomocą
przeciwciał monoklonalnych wykazała, że więk-
szość z tych komórek charakteryzuje się obecno-
ścią antygenu CD8+, a tylko nieliczna populacja
komórek wykazuje ekspresję antygenu CD4+, co
w konsekwencji prowadzi do odwrócenia stosun-
ku limfocytów CD4+/CD8+, który na ogół nie prze-
kracza 1 [18]. Niektórzy autorzy wyrażali w związ-
ku z tym pogląd, że określenie wskaźnika CD4+/
/CD8+ może być przydatne w różnicowaniu sarko-
idozy i innych ChŚP, w tym AZPP [19]. W kilku
badaniach wykazano silną korelację odsetka sub-
populacji limfocytów T (CD4+ i CD8+) oraz in-
deksu CD4+/CD8+ w indukowanej plwocinie
i BALF u chorych na różne ChŚP [7, 11–13]. Uzy-
skane wyniki wskazują, że analiza podtypów lim-
focytów T w próbkach indukowanej plwociny
może być równie przydatna, jak analiza płynu uzy-
skanego podczas płukania oskrzelowo-płucnego
(BAL, bronchoalveolar lavage) jako metoda iden-
tyfikowania zapalenia, w którym dominującą rolę
odgrywają limfocyty CD4+ i różnicowania sarko-
idozy i innych ChŚP [8].
W prezentowanym badaniu poszukiwano war-
tości predykcyjnej indeksu limfocytów CD4+/
/CD8+ w indukowanej plwocinie, różnicującej sar-
koidozę od innych chorób śródmiąższowych płuc,
jak również analizowano możliwość ustalenia roz-
poznania na podstawie wszystkich parametrów
indukowanej plwociny u chorych na ChŚP.
Materiał i metody
Do badania zakwalifikowano 59 pacjentów
(26 kobiet — K i 33 mężczyzn — M) kolejno przyjmo-
wanych do I Kliniki Chorób Płuc Instytutu Gruźli-
cy i Chorób Płuc w Warszawie, u których w trak-
cie badań diagnostycznych rozpoznano sarkoido-
zę, AZPP lub SWP.
Rozpoznanie sarkoidozy (n = 36; M — 18,
K — 18; średnia wieku: 35,3 ± 8,9 lat) ustalano na
podstawie zaleceń przyjętych przez międzynaro-
dowy panel ekspertów [20]. Kryterium rozpozna-
nia sarkoidozy stanowiło badanie histopatologicz-
ne wycinka z zajętego narządu wykazujące obec-
ność nieserowaciejących ziarniniaków oraz zgod-
ny obraz kliniczno-radiologiczny u 25 osób lub
typowy obraz kliniczny i radiologiczny w badaniu
konwencjonalnym i tomografii komputerowej wy-
sokiej rozdzielczości (TKWR) oraz wykluczenie
innych chorób o podobnym obrazie kliniczno-ra-
diologicznym u 11 osób. Zgodnie z przyjętą klasy-
fikacją radiologiczną stanowiącą podstawę do po-
działu sarkoidozy na stadia choroby [21] 14 pacjen-
tów zaliczono do I fazy, 20 do II fazy oraz 2 do
III fazy. W grupie chorych na sarkoidozę było 8 pa-
laczy tytoniu, 4 ekspalaczy oraz 24 niepalących.
Alergiczne zapalenie pęcherzyków płucnych
rozpoznano u 16 osób (M — 11, K — 5, średnia
wieku: 48,5 ± 13,2 lat) na podstawie kryteriów
opublikowanych przez American Thoracic Society
[22]. Na podstawie obrazu zmian stwierdzanych
w badaniu TKWR u 11 osób rozpoznano podostrą
postać AZPP, natomiast u 5 postać przewlekłą [23].
W grupie chorych na AZPP było 12 niepalących pa-
cjentów, 3 ekspalaczy i 1 aktualny palacz tytoniu.
Rozpoznanie SWP u 7 pacjentów (M — 4,
K — 3) o średniej wieku 65,3 ± 7,6 ustalano na pod-
stawie kliniczno-radiologicznych kryteriów opubli-
kowane przez American Thoracic Society/European
Respiratory Society [24], włączając charakterystycz-
ny dla SWP obraz zmian radiologicznych w bada-
niu TKWR, natomiast u jednej pacjentki rozpozna-
nie dodatkowo zostało potwierdzone badaniem hi-
stopatologicznym wycinków płuca pobranych w cza-
sie biopsji otwartej. Wśród 7 chorych na samoistne
włóknienie płuc 2 osoby nigdy nie paliły papierosów,
4 zaprzestały palenia, a 1 pacjentka nadal paliła.
Żaden z pacjentów nie był leczony wziewny-
mi lub doustnymi kortykosteroidami, nie przyjmo-
wał leków immunosupresyjnych, jak też nie otrzy-
mywał antybiotyków w okresie 3 miesięcy przed
badaniem. Każdy pacjent po zapoznaniu się z pro-
tokołem badania wyraził zgodę na piśmie na udział
w badaniu. Badanie uzyskało akceptację Komisji
Etycznej przy Instytucie Gruźlicy i Chorób Płuc.
Indukowanie plwociny
Plwocinę indukowano za pomocą nebulizato-
ra pneumatycznego PARI MASTER (PARI GmbH,
Niemcy) o wydajności 0,5 ml/min, gwarantujące-
go uzyskanie średniej średnicy cząstek aerozolu
3,6 µm według wcześniej opisanej metody [1, 10].
Wszyscy pacjenci otrzymywali nebulizację 5-pro-
centowym roztworem NaCl, trwającą 5 minut i po-
wtarzaną 4-krotnie. Po każdej inhalacji pacjent był
proszony o przepłukanie jamy ustnej i gardła fizjo-
logicznym roztworem soli, a następnie wykrztusze-
nie plwociny do sterylnego plastikowego pojemni-
ka. Po każdym 5-minutowym cyklu wykonywano
spirometrię oraz dokonywano pomiaru saturacji.
W przypadku obniżenia FEV1 o co najmniej 20%
lub pojawienia się objawów nietolerancji (dusz-
ność, napady kaszlu, świszczący oddech, uczucie
ucisku w klatce piersiowej) przerywano badanie.
Małgorzata Sobiecka i wsp., Znaczenie diagnostyczne indukowanej plwociny
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Opracowanie plwociny
Materiał uzyskany w wyniku indukowania
plwociny opracowywano według metody opisanej
przez Popov i wsp. [25]. Plwocinę poddawano dal-
szemu badaniu niezwłocznie po zakończeniu in-
dukcji, zawsze w ciągu 2 godzin od pobrania. Po
przeniesieniu plwociny na szalkę Petriego wybie-
rano do dalszego badania gęste i lepkie porcje
śluzu, które przenoszono do 15 ml stożkowatej
probówki i ważono. Następnie przygotowywano
roztwór dithiothreitolu (DDT; Sputolysin® Reagent;
Calbiochem, Niemcy), uzyskany poprzez zmiesza-
nie 1 części gotowego preparatu z 9 częściami wody
destylowanej i dodawano do plwociny w objęto-
ści 4-krotnie większej (w µl) w stosunku do masy
wyselekcjonowanych porcji plwociny (w mg).
Próbkę mieszano mechanicznie za pomocą pipety
poprzez kilkakrotną aspirację, a następnie inkubo-
wano na kołysce laboratoryjnej w temperaturze
22oC przez 15 minut. Zawiesinę filtrowano przez
40 µm nylonowe sitko (Falcon, Becton Dickinson,
Stany Zjednoczone), a następnie liczono całko-
witą liczbę komórek w komorze Bürkera. Żywot-
ność oceniano poprzez zmieszanie 380 µl błękitu
trypanu z 20 µl zawiesiny plwociny i wyrażano
w procentach. Po odwirowaniu przez 10 minut
z prędkością 500 × g zbierano nadsącz, a komórki
zawieszano w buforowanej soli fizjologicznej
(PBS, phosphate buffered saline), tak aby uzyskać
stężenie 1 × 106 komórek/ml. Następnie wykony-
wano 4 cytopreparaty, dodając do każdego cyto-
spinu 60 µl, barwiono jeden z nich metodą May-
Grünwald-Giemsa i oceniano skład procentowy
komórek poprzez liczenie 400 komórek jednoją-
drowych w preparacie z pominięciem komórek
nabłonka płaskiego. Przyjęto, że preparat nadaje
się do oceny, jeśli odsetek komórek płaskonabłon-
kowych nie przekraczał 20%, a żywotność była
większa niż 70% [12].
Ocena fenotypu limfocytów T
w indukowanej plwocinie
Analizę subpopulacji limfocytów T przepro-
wadzano metodą cytometrii przepływowej w apa-
racie FACSCalibur (Becton Dickinson, Stany Zjed-
noczone) przy użyciu przeciwciał monoklonalnych
TriTEST CD4/CD8/CD3 (Becton Dickinson, San
Jose, Kalifornia, Stany Zjednoczone) według prze-
pisu producenta. Zastosowany panel przeciwciał
monoklonalnych pozwalał na ocenę subpopulacji
następujących limfocytów: CD3 — limfocyty T,
CD4 — limfocyty T pomocnicze oraz CD8 — lim-
focyty T cytotoksyczne. Przeciwciała anty-CD4
były sprzężone z izotiocyjanianem fluoresceiny
(FITC), anty-CD8 z fikoerytryną (PE), natomiast
anty-CD3 z PerCP (piridinin chlorophyll protein).
Próbkę kontrolną stanowiła zawiesina badanych
komórek z mieszaniną IgG1 (FITC) + IgG1 (PE)
mysich immunoglobulin odpowiednio wyznako-
wanych. Analizę uzyskanych parametrów morfo-
logicznych fluorescencji badanych komórek prze-
prowadzono przy użyciu programu komputerowe-
go CellQuest 3.3. Bramkowanie limfocytów wyko-
nano na podstawie obrazu mierzącego ziarnistość
i wielkość komórek (FSC, SSC). Czterysta limfo-
cytów, wykrytych na podstawie obecności antyge-
nu CD3, uznano za minimalną wystarczającą do
analizy liczbę komórek [11]. Wszystkie badania
cytofluorometryczne zostały wykonane do 4 go-
dzin od chwili pobrania materiału.
Analiza statystyczna
Poszukując wartości predykcyjnej indeksu
CD4+/CD8+, dane pochodzące z badania uporząd-
kowano w kolejności rosnącej i analizowano
wszystkie możliwe wartości podziału dla indeksu
CD4+/CD8+ w IP, określając dla każdej z nich
czułość i specyficzność oraz częstość poprawnych
rozpoznań.
Analizując możliwość ustalenia rozpoznania
na podstawie parametrów indukowanej plwociny,
zastosowano metody rozpoznawania obiektów
wykorzystujące regułę „k-najbliższych sąsiadów”
(k-NS [k-NN, k-nearest neighbours]) [26]. Pozwala
ona na zakwalifikowanie obiektu (przypadku, pa-
cjenta) do jednej z klas (jednostka chorobowa) re-
prezentowanych w zbiorze obiektów już poklasy-
fikowanych, zwanych zbiorem odniesienia (lub
uczącym). Nowy klasyfikowany obiekt porówny-
wany jest z obiektami każdej z klas w zbiorze od-
niesienia. Ściślej mówiąc, wybieramy w zbiorze
odniesienia pewną liczbę (k) obiektów najbardziej
podobnych do niego. Wartość k ustalana jest eks-
perymentalnie tak, aby prawdopodobieństwo myl-
nego zaklasyfikowania było jak najmniejsze. No-
wemu obiektowi zostaje przypisana klasa, która
jest najliczniej reprezentowana wśród tych wybra-
nych k obiektów. Działanie tej reguły dla k = 3
i sztucznego małego dwuwymiarowego zbioru od-
niesienia zilustrowano na rycinie 1 (nowy obiekt
oznaczony na rycinie jako gwiazdka zostanie zali-
czony do klasy kółek). Podobieństwo obiektów
w tej regule mierzymy odległością — bliskie obiekty
to obiekty podobne, stąd nazwa reguły.
Wyniki
Ocena plwociny była możliwa u 33 (56%) spo-
śród 59 pacjentów zakwalifikowanych do badania.
W grupie chorych na SWP analiza plwociny była możli-
Pneumonologia i Alergologia Polska 2011, tom 79, nr 1, strony 6–15
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wa u wszystkich badanych osób, natomiast w grupie
chorych na sarkoidozę odpowiednią do badania prób-
kę plwociny wykrztusiło 15 na 36 pacjentów (42%),
a w grupie chorych na AZPP 11 na 16 pacjentów (69%).
Analiza indukowanej plwociny nie była możliwa
u 26 pacjentów z następujących powodów: 16 pacjen-
tów nie wykrztusiło plwociny do badania, w 1 przy-
padku obecne były jedynie niediagnostyczne szcząt-
ki komórek w preparatach, u 7 pacjentów stwierdzo-
no powyżej 20% komórek nabłonka płaskiego w pre-
paracie, w 1 przypadku po zabarwieniu preparatu
cytospinowego nie stwierdzono komórek w prepa-
racie oraz w 1 przypadku niemożliwa była analiza
subpopulacji limfocytów T w cytometrze przepły-
wowym z powodu zbyt małej liczby limfocytów.
Skład odsetkowy komórek i subpopulacje lim-
focytów T oraz indeks CD4+/CD8+ w indukowa-
nej plwocinie u chorych na sarkoidozę, AZPP
i SWP przedstawiono w tabeli 1.
Wartości indeksu CD4+/CD8+ pochodzące
z badania indukowanej plwociny uporządkowano
od najmniejszej do największej. Następnie anali-
zowano wszystkie możliwe wartości podziału dla
indeksu CD4+/CD8+ w indukowanej plwocinie
(dla 33 przypadków jest ich 32), określając dla każ-
dej z nich czułość i specyficzność oraz częstość
poprawnych rozpoznań (ryc. 2). Ostatecznie wy-
brano wartość 2,61, która oferowała najmniejszą
częstość pomyłek. Dla wartości indeksu CD4+/
/CD8+ powyżej 2,61, 75% przypadków zaklasyfi-
kowano jako sarkoidozę, a 25% jako inne choroby
z czułością 100% i specyficznością 72,2%. Korzy-
stając z progu wartości indeksu CD4+/CD8+ wy-
noszącego 2,61 i diagnozując tych pacjentów, któ-
rzy przekroczyli ten próg jako chorych na sarko-
idozę, a tych którzy nie przekroczyli, jako chorych
na AZPP lub SWP, prawidłowe rozpoznanie zosta-
łoby postawione w 84,4% przypadków. W tabeli 2
przedstawiono czułość i specyficzność oraz oszaco-
wane prawdopodobieństwo poprawnego rozpozna-
nia dla różnych wartości indeksu CD4+/CD8+
w indukowanej plwocinie w diagnostyce sarkoidozy.
Analizując możliwość ustalenia rozpoznania
na podstawie parametrów indukowanej plwociny
zastosowano metody rozpoznawania obiektów
wykorzystujące regułę k-NS. Badany zbiór zasto-
sowany do skonstruowania klasyfikatora (reguły
decyzyjnej) zawierał 33 chorych oraz 10 cech, bę-
dących parametrami indukowanej plwociny (1 —
żywotność komórek w plwocinie, 2 — całkowita
liczba komórek, 3 — odsetek makrofagów, 4 — od-
setek limfocytów, 5 — odsetek neutrofilów, 6 —
odsetek eozynofilów, 7 — odsetek limfocytów
CD3+, 8 — odsetek limfocytów CD4+, 9 — odsetek
limfocytów CD8+, 10 — indeks limfocytów CD4+/
/CD8+). Zbiór odniesienia zawierał 15 przypadków
z pierwszej klasy (chorzy na sarkoidozę), 11 przypad-
ków z drugiej klasy (chorzy na AZPP) oraz 7 przypad-
ków z trzeciej klasy (chorzy na SWP). Rozpatrując
możliwość ustalenia rozpoznania w oparciu o wymie-
Rycina 1. Ilustracja reguły k-NS dla k = 3 (opis w tekście)
Figure 1. k-NN rule for k = 3 (description in the text)
Tabela 1. Skład procentowy komórek i subpopulacje limfocytów T oraz indeks CD4+/CD8+ w indukowanej plwocinie w po-
szczególnych grupach chorych (sarkoidoza, alergiczne zapalenie pęcherzyków płucnych — AZPP i samoistne
włóknienie płuc — SWP)
Table 1. Differential cell counts, T-lymphocyte subsets and CD4+/CD8+ ratio in induced sputum (IS) in the study subgro-
ups (sarcoidosis, hypersensitivity pneumonitis — HP, idiopathic pulmonary fibrosis — IPF)
Grupa/Group CLK × 106 Makrofagi Neutrofile Limfocyty Eozynofile CD4 CD8 CD4/CD8
Macrophages Neutrpphils Lymphocytes Eosynophils
Sarkoidoza 7,4 ± 10,2 45,8 ± 24,8 36,2 ± 28,2 15,7 ± 13,4 2,2 ± 2,4 76,8 ± 14,0 14,1 ± 5,8 6,2 ± 2,6
Sarcoidosis
AZPP/HP 8,4 ± 7,7 38,5 ± 20,8 38,8 ± 33,1 20,7 ± 15,4 2,0 ± 2,9 46,8 ± 25,3 32,7 ± 17,6 4,9 ± 8,2
SWP/IPF 4,2 ± 5,3 51,7 ± 27 30,4 ± 34 15,8 ± 11,5 2,1 ± 3,7 53,7 ± 21,2 33,3 ± 14,1 2,2 ± 1,8
Dane wyrażone są jako średnie ± odchylenie standardowe/Values are mean ± standard deviation (SD)
CLK (total cell count) — całkowita liczba komórek; AZPP (HP, hypersensitivity pneumonitis) — alergiczne zapalenie pęcherzyków płucnych; SWP (IPF, idiopathic pulmonary
fibrosis) — samoistne włóknienie płuc
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nione 10 cech indukowanej plwociny, stwierdzono
stosunkowo dobrą wykrywalność sarkoidozy (ryc. 3).
Należy jednak stwierdzić, że znaczący odsetek cho-
rych na alergiczne zapalenie pęcherzyków płucnych
i samoistne włóknienie płuc również zostałby zakla-
syfikowany mylnie do grupy chorych na sarkoido-
zę. Klasyfikator skonstruowany na podstawie dostęp-
nych danych klasyfikowałby bowiem wszystkich pa-
cjentów chorych na sarkoidozę poprawnie, ale
45,45% pacjentów chorych na AZPP byłoby mylnie
zaliczonych do klasy 1, czyli do chorych na sarko-
idozę. Natomiast żaden z pacjentów chorych na SWP
nie byłby zaklasyfikowany poprawnie, bo 57,14%
z nich byłoby zaliczonych do klasy 1 (chorych na sar-
koidozę), a 42,86% do klasy 2, czyli do chorych na
AZPP. Na podstawie reguły k-NS działającej na pod-
stawie 10 cech, prawidłowe rozpoznanie zostałoby
ustalone w 58% przypadków (w 42% zostałaby pod-
jęta mylna decyzja o rozpoznaniu).
W przypadku uwzględnienia w rozważaniach
tylko 2 klas, to znaczy gdy zbiór odniesienia za-
wiera 15 przypadków z pierwszej klasy (chorzy na
sarkoidozę) oraz 18 przypadków z drugiej klasy
(chorzy na AZPP lub SWP), klasyfikator skonstru-
owany na podstawie wszystkich 10 cech klasyfi-
kowałby prawidłowo 11 na 15 chorych na sarko-
idozę — 27% chorych na sarkoidozę byłoby myl-
nie zaliczonych do klasy drugiej. Natomiast 17%
pacjentów chorych na AZPP lub SWP byłoby myl-
nie zaklasyfikowanych do grupy chorych na sar-
koidozę (ryc. 4). Oszacowany błąd klasyfikacji
wyniósłby e = 21%, to znaczy prawidłowe rozpo-
znanie zostałoby ustalone w 79% przypadków.
Omówienie
Określając znaczenie indeksu CD4+/CD8+
w indukowanej plwocinie w różnicowaniu sarkoido-
Tabela 2. Czułość i specyficzność indeksu CD4+/CD8+ w indukowanej plwocinie w diagnostyce sarkoidozy
Table 2. Sensitivity and specificity of different values of the CD4+/CD8+ ratio in induced sputum in the diagnosis of sarco-
idosis
Indeks CD4+/CD8+ Czułość (%) Specyficzność (%) Częstość poprawnych rozpoznań (%)
CD4+/CD8+ ratio Sensitivity (%) Specyfity (%) Probability of correct diagnosis (%)
1,08 100 44,4 69,7
2,61 100 72,2 84,4
3,55 86,7 77,8 81,8
5,26 66,7 88,9 78,8
7,29 33,3 88,9 63,6
10,23 6,7 88,9 51,5
Rycina 2. Zależność specyficzności od czułości dla indeksu CD4+/CD8+ w indukowanej plwocinie; punkt oznaczony kolorem szarym
odpowiada maksymalnej częstości poprawnych decyzji (czułość — 100%, specyficzność — 72,2%)
Figure 2. Dependence between specifity and sensitivity for CD4+/CD8+ ratio in induced sputum; grey point on the plot correspond with
cutpoint of maximum probability of correct decisions (sensitivity — 100%, specifity — 72,2%)
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zy od innych chorób śródmiąższowych płuc
w przeprowadzonym przez autorów niniejszej pra-
cy badaniu, poszukiwano najlepszej wartości pro-
gowej i ostatecznie wybrano wartość tego wskaź-
nika powyżej 2,6, bowiem oferowała ona naj-
mniejszą częstość pomyłek diagnostycznych. Ko-
rzystając z progu wartości indeksu CD4+/CD8+
wynoszącego 2,6 i diagnozując tych pacjentów,
którzy przekroczyli ten próg jako chorych na sar-
koidozę, a tych którzy nie przekroczyli jako cho-
rych na AZPP lub SWP, prawidłowe rozpoznanie
zostałoby ustalone w 84,4% przypadków z czuło-
ścią 100% i specyficznością 72%. Fireman i wsp.
[8], porównując skład komórkowy indukowanej
plwociny i BALF od chorych na różne choroby
śródmiąższowe płuc, stwierdzili, że wskaźnik
CD4+/CD8+ powyżej 2,5 w indukowanej plwo-
cinie charakteryzował się wysoką wartością pre-
dykcji wyników dodatnich (81,2%), 100-procen-
tową czułością oraz 81-procentową specyficzno-
ścią w różnicowaniu sarkoidozy od innych nie-
ziarniniakowych chorób śródmiąższowych płuc.
Po raz pierwszy wykazano wówczas, że induko-
wana plwocina jest skuteczną, nieinwazyjną me-
todą, która może służyć do rozpoznania zapale-
nia zależnego od nagromadzenia limfocytów
CD4+, co odróżnia sarkoidozę od innych nieziar-
niniakowych śródmiąższowych chorób płuc.
Wyniki przeprowadzonych dotychczas badań,
oceniających rolę indukowanej plwociny w różni-
cowaniu chorób śródmiąższowych płuc, wnoszą
wkład w toczącą się od lat dyskusję na temat zna-
czenia indeksu limfocytów CD4+/CD8+ w diagno-
styce sarkoidozy. Wyniki pracy autorów niniejsze-
go artykułu, podobnie jak publikacja Fireman
i wsp. [8], potwierdzają przydatność badania indu-
kowanej plwociny w różnicowaniu sarkoidozy
i innych chorób śródmiąższowych płuc, wspierając
rezultaty badań między innymi Costabela i wsp.
[27] i Winterbauera i wsp. [19], mówiące o ponad
90-procentowej swoistości i 50-60-procentowej
czułości wysokiego współczynnika CD4+/CD8+.
Natomiast pozostają w sprzeczności z tymi, którzy
twierdzą, że wśród chorych na sarkoidozę wystę-
puje duża zmienność wskaźnika CD4+/CD8+ [28].
Na podstawie ostatnio opublikowanych doświad-
czeń Fireman i wsp. [29] rozpatrują możliwość wy-
korzystania indeksu limfocytów CD4+/CD8+ w in-
dukowanej plwocinie w połączeniu z parametra-
mi badań czynnościowych układu oddechowego
w celu zróżnicowania sarkoidozy od innych cho-
rób śródmiąższowych płuc. Autorzy analizują ba-
danie, do którego włączono 120 pacjentów (67 cho-
rych na sarkoidozę i 53 na inne choroby śródmiąż-
szowe płuc), u których wykonano bronchoskopię
z płukaniem oskrzelowo-pęcherzykowym i biopsją
przezoskrzelową, indukcję plwociny oraz TKWR.
W celu określenia prawdopodobieństwa rozpozna-
nia sarkoidozy zastosowano dwa modele wielo-
czynnikowej regresji logistycznej: model I zawie-
rał dane demograficzne i parametry indukowanej
plwociny, model II obejmował dane demograficz-
ne i kombinację parametrów indukowanej plwo-
ciny i wyników badań czynnościowych układu od-
Rycina 3. Klasyfikacja chorych na choroby śródmiąższowe płuc na
podstawie wszystkich parametrów indukowanej plwociny (3 klasy,
reguła k-NS): odsetek przypadków z klasy F (klasa faktyczna) przy-
porządkowanych do klasy P (klasa przypisana)
Figure 3. Classification of the patients with interstitial lung dise-
ases on the basis of all the parameters of induced sputum (IS)
(3 classes, k-NN rule): percentage of cases from the class T (true
class) qualified to the class A (asigned class)
Rycina 4. Klasyfikacja chorych na sarkoidozę i pozostałe choroby
śródmiąższowe płuc na podstawie wszystkich parametrów induko-
wanej plwociny (2 klasy, reguła k-NS): odsetek przypadków z F (kla-
sa faktyczna) przyporządkowanych do klasy P (klasa przypisana)
Figure 4. Classification of the patients with sarcoidosis and rema-
ining interstitial lung diseases on the basis of all the parameters of
induced sputum (IS) (2 classes, k-NN rule): percentage of cases
from the class T (true class) qualified to the class A (asigned class)
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dechowego. Dla parametrów indukowanej plwoci-
ny pole pod krzywą wyniosło 0,899, natomiast dla
kombinacji parametrów indukowanej plwociny
i badań czynnościowych — 0,914, dowodząc, że taki
nieinwazyjny sposób postępowania może cecho-
wać się wysoką specyficznością i czułością w dia-
gnostyce różnicowej sarkoidozy.
Indukowana plwocina jako nieinwazyjna me-
toda oceny subpopulacji limfocytów T mogłaby
być ważnym narzędziem diagnostycznym wśród
chorych, u których rozpoznano zapalenie błony
naczyniowej oka i nie stwierdzono cech ewident-
nego zajęcia układu oddechowego. Neudorfer
i wsp. [30], badając 17 pacjentów, u których wykryto
zapalenie błony naczyniowej oka o nieustalonej
etiologii wykazali, że u 7 z nich oprócz podwyż-
szonej aktywności enzymu konwertującego angio-
tensynę (ACE, angiotensin-converting enzyme)
w surowicy stwierdzono wysoką wartość wskaźnika
CD4+/CD8+ w indukowanej plwocinie, co mogło-
by sugerować rozpoznanie sarkoidozy. Wymiana
limfocytów zachodząca między przestrzenią
oskrzelowo-pęcherzykową a blaszką właściwą bło-
ny śluzowej oskrzeli wskazuje na możliwość gro-
madzenia się limfocytów CD4+ w wydzielinie
oskrzelowej, a zatem uzyskania ich poprzez induk-
cję plwociny [31]. W sarkoidozie i AZPP limfocy-
ty wykazują zwiększoną ruchliwość, co mogłoby
oczywiście ułatwić ich akumulację w nabłonku
dróg oddechowych, prowadząc do tworzenia się
ziarniniaków [32].
Analizując możliwość ustalenia rozpoznania
na podstawie 10 cech indukowanej plwociny
stwierdzono stosunkowo dobrą wykrywalność sar-
koidozy, bowiem wszyscy pacjenci zostali zakla-
syfikowani prawidłowo. Jednak należy stwierdzić,
że tylko 36% chorych na AZPP zostałoby zaklasy-
fikowanych prawidłowo, bowiem 45% chorych na
AZPP byłoby mylnie zaliczonych do klasy 1, to jest
do chorych na sarkoidozę, a 18% do klasy 3, czyli
do chorych na SWP. Natomiast żaden z pacjentów
chorych na SWP nie byłby zaklasyfikowany po-
prawnie, czego można było oczekiwać, skoro wia-
domo, że skład komórek w BALF również nie ma
cech specyficznych dla tej choroby.
Wynik badania BAL nie ma jednoznacznej
wartości diagnostycznej w odniesieniu do SWP,
natomiast służy do wykluczenia zakażeń i nowo-
tworów, a także tych postaci chorób śródmiąższo-
wych, dla których BAL ma moc diagnostyczną (np.
proteinozy pęcherzyków płucnych, ziarniniakowa-
tości z komórek Langerhansa) [24]. Podobnie
w przypadku indukowanej plwociny nie oczekuje się,
że ta metoda oceny składników komórkowych i po-
zakomórkowych, pochodzących przede wszystkim
z dużych oskrzeli, stanowiłaby podstawę do roz-
poznania SWP. Natomiast w odniesieniu do sar-
koidozy i AZPP obecność charakterystycznego
wzoru odsetkowego komórek i zaburzenia składu
subpopulacji limfocytów T w płynie z BAL mogą
przemawiać za określonym rozpoznaniem klinicz-
nym w przypadku braku biopsji płuca [16, 18].
Analizując trzy grupy chorych na podstawie
reguły k-NS, działającej na podstawie 10 cech in-
dukowanej plwociny, w 42% zostałaby podjęta
mylna decyzja o rozpoznaniu. Mniejszy błąd kla-
syfikacji zostałby popełniony w przypadku
uwzględnienia w rozważaniach, podobnie jak
w badaniu Fireman i wsp. [8], podziału na dwie
grupy (tj. sarkoidoza v. pozostałe choroby śród-
miąższowe). Wówczas klasyfikator skonstruowa-
ny na podstawie wszystkich 10 cech stwarza
możliwość podjęcia błędnej decyzji tylko w 21%
przypadków.
Jak dotychczas jest to pierwsze badanie,
w którym podjęto próbę diagnostyki różnicowej
trzech najczęstszych wśród chorób śródmiąższo-
wych jednostek na podstawie parametrów indu-
kowanej plwociny przy wykorzystaniu statystycz-
nej metody rozpoznawania obiektów opartej na re-
gule k-NS. Drent i wsp. [33] na podstawie innej
statystycznej metody — wieloczynnikowej regre-
sji logistycznej — stworzyli komputerowy pro-
gram, dzięki któremu na podstawie wyników ba-
dania BALF (odzysk, całkowita liczba komórek,
odsetek makrofagów, limfocytów, neutrofilów
i eozynofilów) byli w stanie prawidłowo zaklasy-
fikować 91% chorych na sarkoidozę, AZPP lub
SWP ze zbioru odniesienia oraz 94,5% z niezależ-
nego zbioru testującego, który stanowili pacjenci
z innego szpitala. Niewątpliwie były to lepsze
wyniki od uzyskanych w niniejszej pracy, ponie-
waż nawet wyodrębnienie tylko dwóch grup pa-
cjentów (chorych na sarkoidozę i inne choroby
śródmiąższowe płuc) pozwoliło na podstawie
wszystkich cech indukowanej plwociny prawidło-
wo zaklasyfikować 79% przypadków. We wspo-
mnianym badaniu grupa pacjentów stanowiąca
zbiór uczący (odniesienia) składała się ze znacz-
nie większej liczby chorych (277 chorych) niż
w niniejszym badaniu (33 chorych), co mogło wpły-
nąć na jakość uzyskanych wyników. W diagno-
styce chorób śródmiąższowych płuc na podstawie
parametrów indukowanej plwociny w badaniu
autorów niniejszego artykułu lub BALF w pracy
Drent i wsp. [33] zastosowano inne metody ana-
lizy statystycznej wyników. Ponadto obie meto-
dy oceny składników komórkowych w układzie
oddechowym badają materiał pochodzący z nie-
co odmiennych obszarów płuc, stąd być może
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ocena indukowanej plwociny wypadła mniej ko-
rzystnie niż analiza BALF w diagnostyce wyżej
wymienionych chorób śródmiąższowych płuc.
Niewątpliwie w odniesieniu do analizowanej
przez autorów niniejszej pracy grupy chorych ko-
nieczne byłoby przeprowadzenie badania w więk-
szej grupie pacjentów i weryfikacja wyników na
niezależnym zbiorze testującym.
Zarówno w badaniu Drent i wsp. [33], jak
i autorów niniejszej pracy, możliwość różnicowa-
nia poszczególnych jednostek chorobowych oce-
niano na zbiorze składającym się jedynie z trzech
schorzeń: sarkoidozy, AZPP i SWP i stąd program
komputerowy stworzony na podstawie uzyska-
nych wyników ma pewne ograniczenia i powi-
nien być stosowany z ostrożnością. W jaki spo-
sób na dokładność diagnostyczną wpłynęłoby
włączenie do analizy innych chorób śródmiąż-
szowych płuc (np.: organizującego się zapalenia
płuc, eozynofilowych zapaleń płuc, ostrego śród-
miąższowego zapalenia płuc, zmian śródmiąż-
szowych płuc w przebiegu chorób układowych
tkanki łącznej) obecnie nie wiadomo i powinno
to zostać zbadane.
Wnioski
Wyniki prezentowanego badania wskazują, że
w różnicowaniu sarkoidozy od AZPP i SWP anali-
za jedynie indeksu CD4+/CD8+ wiąże się z wy-
ższym prawdopodobieństwem ustalenia prawidło-
wego rozpoznania niż zastosowanie metody klasy-
fikacji obiektów opartej na regule k-NS wykorzy-
stującej wszystkie parametry indukowanej plwo-
ciny. Niewątpliwie w celu potwierdzenia tych
wyników wskazane wydaje się prowadzenie dal-
szych badań oceniających znaczenie metody indu-
kowanej plwociny w diagnostyce sarkoidozy i in-
nych chorób śródmiąższowych płuc w większych
niż w obecnym badaniu grupach chorych.
Badanie sfinansowano z tematu naukowego nr 7
w ramach zadań badawczych Instytutu Gruźlicy
i Chorób Płuc.
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